

























































































学 位 論 文 の 内 容 の 要 旨 
報 告 番 号 甲第 2962 号 氏  名 中垣 貴文 
【論文題名】 
Profiling cancer-related gene mutations in oral squamous cell carcinoma from Japanese 
patients by targeted amplicon sequencing 
次世代シーケンサーによる日本人 口腔扁平上皮癌におけるがん関連 409 遺伝子の変異解析 
 
【研究目的】 
 頭頸部扁平上皮癌（HNSCC: Head and neck squamous cell carcinoma）は全世界で6番目に多
















（UICC）はstageⅠ,11:Ⅱ,13:Ⅲ,3:Ⅳ,20例であった．喫煙者は24例,飲酒者は28例であった.   
 
2) ゲノムDNAの調製 
 細胞株, 凍結組織, 末梢血は QIAamp DNA Mini kit (Qiagen) ，FFPE サンプルは QIAamp 
DNA FFPE Tissue kit (Qiagen) を用いて DNA を抽出した．TaqMan RNase P Detection 
Reagents Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて real-time PCR により DNA を定量した. 
 
3) 次世代半導体シーケンサーによるがん関連遺伝子の変異解析 
 サンプルあたり 40 ng のゲノム DNA をテンプレートとし，ヒト腫瘍で高頻度に変異を認め
る 409 遺伝子の全エクソンが解析可能な Ion Ampliseq Comprehensive Cancer Panel (Thermo 
Fisher Scientific) を用いてマルチプレックス PCR を行い，ライブラリを作製した．このパネ
ルは 15,992 領域を増幅しうるプライマーセットを含み，解析領域は約 123 万塩基で，409 が
ん関連遺伝子の全エクソンに対するカバー率は 95.4%である．エマルジョン PCR でライブラ
リを増幅後，半導体シーケンサーIon Proton (Thermo Fisher Scientific) でシーケンスを行った.
 
4) 体細胞変異，コピー数異常（CNVs: copy number variations）の同定 
 得られたシークエンスリードはクオリティチェック後，Human genome19 (hg19)にマッピン
グし， Ion Reporter tumor-normal workflow (Thermo Fisher Scientific)を用いて，体細胞変異（一
塩基変異，挿入・欠失），コピー数異常を同定した．腫瘍部のカバレッジ 20 以上，変異出現
率 15％以上を cut off 値とした．dbSNP, 1000/5000 Genomes Project に含まれる一塩基変異は





接シークエンスで確認を行った . シーケンス解析は Applied Biosystems 3130xl Genetic 
Analyser および Big Dye Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific) を用いた. 
 
【研究成績】 
1) OSCC におけるシークエンスリード 
 1サンプル当たり，平均590万のシークエンスリードが得られ, 解析領域に対する on target
率の平均は96.7％であった. 平均リード深度は384.7 x（細胞株 426.1 x, FFPE 270.3 x, 凍結




2) OSCC 細胞 9 株におけるがん関連 409 遺伝子の体細胞変異の同定 
 全ての細胞株で TP53 に遺伝子変異が認められた. CDKN2A が 44.4%, SMAD4 が 33.3%，





 半導体シーケンサーで同定した OSCC 症例における体細胞変異のうち，TP53（一塩基変異
4 カ所）, NOTCH1 (一塩基変異 3 カ所，挿入 1 カ所), CDKN2A (欠失 1 カ所), SYNE1 (一塩基




4) OSCC 症例におけるがん関連 409 遺伝子の体細胞変異の同定 
 OSCC 47 症例で，のべ 366 の変異を同定し，1 症例当たり平均 7.79（範囲 1～21）の体細
胞変異を認め，うち nonsynonymous 変異は平均 5.70（範囲 0～12）であった．同定された遺
伝子変異は TP53 が最も多く (61.7％), 31 変異のうち 26 変異は DNA 結合ドメイン内に認めら
れた．次いで NOTCH1 (25.5％), CDKN2A (19.1%), SYNE1 (14.9%), PIK3CA (10.6％), ROS1 
(10.6%),  TAF1L (10.6%), MLL2 (8.5%), FBXW7 (8.5％)であった. NOTCH1 変異の 66.7％は
EGF 様細胞外ドメインに認め，9 カ所の一塩基変異のうち，6 カ所が種を越えて保存されてい




 EGFR (36.2%), CCND1 (34.0%), PIK3CA (31.9%), FGFR1/2/3/4 (27.7%), AKT1/2/3 (25.5%), 
ERBB2 (23.4%), MYC (23.4%), CCND2 (17.0%), MYCN (14.9%), MDM2 (14.9%), NRAS 
(12.8%), HRAS (12.8%), BCL2L1 (12.8%), KRAS (8.5%)でコピー数の増加を認めた. 一方 RB1 
(27.7%), ATM (14.9%), CDKN2A (14.9%), PTEN (6.4%)ではコピー数の低下を認めた. 
 
6) 遺伝子異常と臨床病理学的因子の相関 
 喫煙者は非喫煙者と比較して nonsynonymous変異数が有意に多い傾向にあった（喫煙者 6.2, 
非喫煙者 4.7, p < 0.05）．また，喫煙歴と TP53 遺伝子変異に正の相関を認めた（p < 0.05）.
 
7) OSCC において高頻度に異常を認めるシグナル伝達経路 
 89.4%に細胞周期調節経路の異常を認め, その内訳はTP53（変異, コピー数低下）, CDKN2A 
(変異, コピー数低下), MDM2(コピー数増加), ATM（変異, コピー数低下）, CHEK1 (コピー数
低下), MYC (コピー数増加), MYCN (変異, コピー数増加), CCND1 (コピー数増加), CCND2 (コ
ピー数増加), RB1 (コピー数低下)であった. また68.1％にRTK-MAPK-PI3K経路の異常が認め
られ，各々の受容体チロシンキナーゼ (EGFR, ERBB2-4, FGFR1-4, MET)や下流遺伝子群


















  その他に SYNE1 (14.9%), TAF1L (10.6%), ROS1 (10.6%), MLL2 (8.5%) などの遺伝子変異
が同定された. MLL ファミリーはヒストンメチルトランスフェラーゼをコードしているが，












 本研究では次世代半導体シーケンサーを用いて，OSCC におけるがん関連 409 遺伝子の遺伝
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平上皮癌患者 47 症例の腫瘍組織におけるがん関連 409 遺伝子の異常を解析したものである。こ
れまでの頭頸部扁平上皮癌の全エクソン、全ゲノムシーケンスの報告と同様、最も高頻度に変異
を認める遺伝子は TP53 であり、8 割以上の症例で細胞周期調節経路に関連する遺伝子の異常
が少なくとも 1 つ以上認め、この経路が口腔扁平上皮癌の発症、進展に重要であることを見出し
た。さらに EGFR、ERBB2 を含む受容体チロシンキナーゼの下流経路（RTK-MAPK-PI3K 経路）
の異常も高頻度に認められ、口腔扁平上皮癌患者に対する分子標的療法のよい標的になり得る
可能性を示した。以上の研究成果は、口腔扁平上皮癌の新しい診断・予後予測システムの開発
や、個々の患者に適した個別化医療の実現につながることが期待されるため、本研究者は博士
（医学）の学位を得る資格があると認める。 
 
 
